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［摘　 要］ 　 猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）的 Ｅ２ 蛋白是引起猪体产生针对猪瘟保护性抗体的主要抗原，构建可

稳定表达 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白的细胞系，可为 Ｅ２ 蛋白功能研究及基因工程猪瘟疫苗的研制提供物质基

础。 本研究将 ＣＳＦＶ Ｅ２ 基因克隆至慢病毒表达载体，构建重组慢病毒表达质粒 ｐＣＤＨ － Ｅ２。 将

ｐＣＤＨ － Ｅ２重组质粒与慢病毒包装质粒共转染 ２９３Ｔ 细胞，获得重组慢病毒。 将该慢病毒感染

ＢＨＫ －２１细胞，经嘌呤霉素抗性筛选结合有限稀释法筛选出可表达 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白的 ＢＨＫ 细胞系。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果显示，所构建的重组细胞系传至第 １０ 代仍能稳定表达 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白。 该细胞

系的建立为研制猪瘟新型重组疫苗及其生产奠定基础。
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ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖａｃｃｉｎｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ； Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ； ＢＨＫ －２１ ｃｅｌｌｓ

　 　 猪瘟是由猪瘟病毒（ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ，
ＣＳＦＶ）引起猪的一种急性、高度接触性、致死性的

传染病。 该病流行广泛，发病与死亡率高，一年四

季猪不分年龄均可发生，给养猪业造成了严重经济

损失。 ＣＳＦＶ 属于黄病毒科瘟病毒属成员，为有囊

膜的单股正链 ＲＮＡ 病毒，基因组长约 １２． ３ ｋｂ，由
中间一个大的开放阅读框 （ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，
ＯＲＦ）和两端非编码区 ５’ － ＵＴＲ（ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅ⁃
ｇｉｏｎ）及 ３’ － ＵＴＲ 构成。 ＯＲＦ 编码一个由 ３８９８ 个

氨基酸残基组成的多聚蛋白，并在翻译过程中或翻

译后被病毒自身编码的蛋白酶和宿主细胞的蛋白

水解酶加工切割成 １２ 种蛋白质［１ － ３］。 其中 Ｅ２ 蛋

白是 ＣＳＦＶ 的主要结构蛋白，在 ＣＳＦＶ 中相对保守，
是引起猪产生针对猪瘟保护性抗体的主要抗原，
在猪瘟诊断和新型基因工程疫苗的研究上都起着

重要作用［４ － ５］。
据报道，已有多种表达体系对 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白进

行了成功表达。 其中原核表达系统具有表达周期

快、表达量高、成本低等优势，但该系统不具有完善

的蛋白翻译修饰功能，表达的 Ｅ２ 蛋白与天然蛋白

有差异，免疫原性较差，大部分只能用于抗体检测。
ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白的真核表达系统目前主要有酵母、杆
状病毒及哺乳动物细胞表达系统。 其中前两种表

达系统主要优点为蛋白表达量高，但存在表达量不

稳定的问题，而且所表达的目的蛋白加工修饰与蛋

白本身的天然结构存在差异，如糖基化水平和糖链

结构的差异导致所表达蛋白的免疫原性及功能活

性受到影响。 而哺乳动物细胞表达系统的翻译修

饰体系是最为完善的，该系统表达的重组外源蛋白

最接近天然构象。 目前哺乳动物细胞表达系统大多

为贴壁培养细胞，在培养过程中需要加入外源血清，
不仅增加了生产成本而且对下游上清中目的蛋白的

纯化造成影响。 本研究选用可无血清悬浮培养的

ＢＨＫ －２１ 细胞，并利用慢病毒包装系统，建立了能稳

定表达 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白的 ＢＨＫ 细胞系，为 Ｅ２ 蛋白功

能研究及基因工程猪瘟疫苗的研制提供物质基础。
１　 材料与方法

１． １ 　 实验材料 　 ＢＨＫ － ２１ 细胞、 ２９３Ｔ 细胞、
ｐＣＤＨ － ＣＭＶ － ＩＲＥＳ － ＥＧＦＰ － ＥＦ１ － Ｐｕｒｏ 质粒由国

药集团动物保健股份有限公司实验室改造并保存；
包装质粒 ｐＭＤ２． Ｇ、ｐｓＰＡＸ２ 购自北京擎科生物科

技有限公司；Ｔｒａｎｓ － ｓｔｂ１３ 化学感受态细胞购自北

京全式金生物公司。
１． ２　 主要试剂　 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ 聚合酶、ＤＮＡ
片段回收纯化试剂盒、质粒小量快速提取试剂盒、
ＣｐｏⅠ内切酶、ＮｏｔⅠ内切酶、ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ快速连接酶

均购自宝生物工程（大连）有限公司；嘌呤霉素购自

北京索莱宝科技有限公司；ＨＲＰ － 羊抗小鼠 ＩｇＧ、
ＤＡＢ 显色试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公

司；ＣＳＦＶ Ｅ２ 单抗由国药集团动物保健股份有限公

司实验室制备和保存；Ｎｉ － ＩＤＡ 亲和层析柱购自中

科森辉微球技术（苏州）有限公司。
１． ３　 重组慢病毒表达载体的构建及慢病毒包装　
参考猪瘟病毒（ Ｃ 株）基因序列，对 Ｅ２ 蛋白核苷

酸序列进行密码子优化，同时去除 Ｃ 端跨膜区的

３４ 个氨基酸，并在 ５’和 ３’端分别引入 ＣｐｏⅠ和

ＮｏｔⅠ限制性酶切位点，在 ３’端引入 ６ × Ｈｉｓ 标签。
优化后的 ＣＳＦＶ Ｅ２ 基因由北京擎科生物科技有限公

司合成。 分别用 ＣｐｏⅠ和 ＮｏｔⅠ限制性内切酶对慢病毒

表达载体 ｐＣＤＨ － ＣＭＶ － ＩＲＥＳ － ＥＧＦＰ － ＥＦ１ － Ｐｕｒｏ
和合成的截短 Ｅ２ 基因进行双酶切，胶回收约

１０６１ ｂｐ 大小的目的片段和 ８７２０ ｂｐ 大小的载体

片段，用ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ连接酶进行连接，连接产物转

化 Ｔｒａｎｓ － ｓｔｂ１３ 感受态细胞，之后挑取阳性菌提

取质粒进行双酶切和测序鉴定，获得的阳性重组

质粒命名为 ｐＣＤＨ － Ｅ２。 将构建的重组慢病毒

表 达 质 粒 ｐＣＤＨ － Ｅ２ 与 包 装 质 粒 ｐＭＤ２． Ｇ、
ｐｓＰＡＸ２共转染 ２９３Ｔ 细胞进行慢病毒包装。
１． ４　 稳定表达 Ｅ２ 蛋白的细胞株筛选

１． ４． １ 　 细胞感染　 准备一块 ６ 孔细胞板，每孔接
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种 １ × １０５ ～ ４ × １０５对数期生长的 ＢＨＫ － ２１ 贴壁细

胞，分别设置空白孔、Ｃｏｎｔｒｏｌ 对照慢病毒孔和目的

基因慢病毒孔，３７ ℃培养过夜，当细胞密度在 ４０％
～６０％时进行慢病毒感染；根据待感染细胞的 ＭＯＩ
值，分别往细胞中加入适量的 Ｃｏｎｔｒｏｌ 对照慢病毒

和目的慢病毒，混匀后，放入细胞培养箱中继续培

养过夜。
１． ４． ２　 稳定细胞株筛选 　 １２ ～ ２４ ｈ 后，给细胞更

换正常的完全培养基，继续培养 ４８ ～ ７２ ｈ 后加入

终浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的嘌呤霉素进行阳性细胞系的

筛选。 每 ２ ｄ 更换新的培养基（含 １０ μｇ ／ ｍＬ 的嘌

呤霉素），直到培养皿中不再出现细胞死亡，同时观

察绿色荧光。 将药物筛选后的混合稳定克隆株消

化后进行细胞计数，吸取 １００ 个细胞接种于 １０ ｍＬ
培养基（含 １０ μｇ ／ ｍＬ 的嘌呤霉素）中，吸打混合均匀

后加入 ９６ 孔细胞板中，１００ μＬ ／孔。 ３ ～ ５ ｄ 后，在显

微镜下标出只含有单个细胞克隆的有绿色荧光的

细胞孔进行传代扩增。 扩增到合适的细胞量后，进
行无血清悬浮培养及蛋白表达，将筛选后的稳定细

胞株命名为 ＢＨＫ － ＬＶ － Ｅ２。
１． ４． ３　 Ｅ２ 蛋白的表达及纯化　 将传代至第 １０ 代

悬浮培养状态较好（活力 ＞ ９０％ ）的 ＢＨＫ － ＬＶ － Ｅ２
细胞株按 ０． ６ × １０６ ／ ｍＬ 初始细胞密度，置于 ３７ ℃
恒温摇床中进行蛋白表达，每天观察细胞状态并

取样，将 ＣＳＦＶ Ｅ２ 单抗以 １∶ ５００ 倍稀释作为一抗，
辣根过氧化酶标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 抗体 １ ∶ １５００
倍稀释作为二抗，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析 Ｅ２ 蛋白的表

达情况。 收获第 ７ 天的表达样品，离心取上清

进行 Ｎｉ 柱纯化，收集纯化过程各阶段样品进行

ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 检测分析。
２　 结果与分析

２． １　 重组慢病毒表达载体的鉴定　 构建的重组慢

病毒表达质粒 ｐＣＤＨ － Ｅ２ 经 ＣｐｏⅠ和 ＮｏｔⅠ双酶切

鉴定显示，可酶切出一条约 １０６１ ｂｐ 大小的目的片

段和一条约 ８７２０ ｂｐ 大小的载体片段（图 １），同时

测序结果也显示合成的 Ｅ２ 基因片段已正确插入表

达载体中。
２． ２　 稳定表达 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白的细胞株筛选　 表达

１：重组质粒 ｐＣＤＨ － Ｅ２ 的 ＣｐｏⅠ／ ＮｏｔⅠ双酶切产物；

Ｍ：ＤＮＡ 分子量标准

１： Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＣＤＨ － Ｅ２ ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ

ＣｐｏⅠ／ ＮｏｔⅠ； Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

图 １　 重组质粒 ｐＣＤＨ － Ｅ２ 酶切鉴定结果

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＣＤＨ － Ｅ２ ｐｌａｓｍｉｄ

ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

质粒与包装质粒共转染 ２９３Ｔ 细胞后，获得重组慢病

毒 ＬＶ －Ｅ２。 ＬＶ －Ｅ２ 感染 ＢＨＫ －２１ 细胞后采用嘌呤

霉素抗性筛选结合有限稀释法挑取单细胞克隆进行稳

定细胞株的筛选。 结果显示，筛选后的细胞形态正

常，由于 ｐＣＤＨ － ＣＭＶ － ＩＲＥＳ － ＥＧＦＰ － ＥＦ１ － Ｐｕｒｏ
质粒携带绿色荧光蛋白基因 ＥＧＦＰ，因此在倒置荧光

显微镜下细胞显示绿色荧光（图 ２）。 将筛选后获得

的阳性克隆进行悬浮扩大培养，取第 １０ 代悬浮培养

的阳性细胞克隆株进行蛋白表达稳定性鉴定，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果显示所构建的 ＢＨＫ － ＬＶ － Ｅ２
细胞传至第 １０ 代仍能稳定表达 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白

（图 ３）。 使用镍离子亲和层析柱对表达的 Ｅ２ 蛋白

进行纯化，结果显示当洗脱缓冲液中咪唑浓度为

５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ时，可得到较为理想的纯化蛋白条带，
且纯化后的蛋白纯度可达到 ９０％以上（图 ４）。
３　 讨论与结论

近年来各种病原变异新毒株层出不穷，猪场所

使用的疫苗毒株也种类繁多，减毒疫苗和灭活疫苗

混用，造成猪场的疫病防控现状非常复杂。 特别是

某些已经感染其他病原的猪场免疫减毒活疫苗的

·６２·
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图 ２　 筛选后的阳性细胞荧光观察结果（１００ × ）

Ｆｉｇ ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ（１００ × ）

１ ～ ７：分别为 ＢＨＫ － ＬＶ － Ｅ２ 细胞表达 １ ～ ７ ｄ 样品；

Ｍ：蛋白质分子量标准

１ ～ ７： Ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ＢＨＫ － ＬＶ － Ｅ２ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｆｏｒ

１ ～ ７ ｄａｙｓ； Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ

图 ３　 Ｅ２ 蛋白在 ＢＨＫ － ＬＶ － Ｅ２ 细胞中的表达检测

Ｆｉｇ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｉｎ ＢＨＫ － ＬＶ － Ｅ２ ｃｅｌｌｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

１：表达样品原液；２：流穿液；３ ～ ５：洗杂液；

６ ～ １１：目的蛋白洗脱液；Ｍ：蛋白质分子量标准

１： Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓａｍｐｌｅ； ２： Ｆｌｏｗ ｔｈｒｏｕｇｈ ｌｉｑｕｉｄ；

３ ～ ５： Ｗａｓｈ ｌｉｑｕｉｄ； ６ ～ １１： Ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ； Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ

图 ４　 Ｅ２ 蛋白纯化产物的检测分析

Ｆｉｇ ４　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

时候可能出现多种病原相互协同、相互促进的现

象，反而造成猪场疫病的爆发。 对于 ＣＳＦＶ，传统的

猪瘟减毒活疫苗 Ｃ 株的保护效果有目共睹，但是基

于目前猪场复杂的防疫现状，更为安全的猪瘟灭活

疫苗将能更好地满足目前的疫病防控需求。 亚单

位疫苗是病毒粒子的一部分，不含有核酸，具有安

全性好、稳定性强和无需灭活的优点。 Ｅ２ 蛋白是

ＣＳＦＶ 上最主要的抗原蛋白，能够诱导中和抗体的

产生，具有良好的免疫原性，可制成标记性疫苗通

过抗体检测区分疫苗免疫猪及野毒感染猪，用于猪

场净化评估。 因此 Ｅ２ 蛋白是研制 ＣＳＦＶ 新型重组

疫苗和抗体检出方法的重要候选抗原［６ － ７］。 获得

高纯度的 Ｅ２ 蛋白是研制 Ｅ２ 亚单位疫苗的重要基

础。 相对于原核表达系统而言，哺乳动物细胞具有

翻译后加工与修饰表达蛋白的能力，表达出的蛋白

更接近于病毒天然抗原蛋白结构，且通常可分泌于

细胞上清中，有利于目的蛋白的纯化［８］。 目前，构
建稳定表达外源蛋白的细胞系的方法常用的有慢

病毒感染与真核表达质粒的转染。 相较于质粒转

染目的细胞的方法，慢病毒表达系统具有构建周期

短和高效的表达特性［９ － １０］。
ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白属于跨膜蛋白，为使 Ｅ２ 蛋白能

够可溶性的表达于细胞上清中并利于蛋白的进一

步纯化，本研究将编码 Ｅ２ 蛋白跨膜区的基因删除

后引入了 Ｈｉｓ 纯化标签。 并且本研究使用的

ｐＣＤＨ － ＣＭＶ － ＩＲＥＳ － ＥＧＦＰ － ＥＦ１ － Ｐｕｒｏ 质粒是经

本实验室改造优化后的一种慢病毒载体质粒，可实

现目的基因和筛选标记基因共用一个启动子高效

表达，提高多基因稳定共表达细胞株的筛选效率。
因此，通过对绿色荧光的观察即可评估细胞的抗性

筛选效果，并且可以使用流式细胞分选仪将绿色荧

光强的细胞分选富集起来，这样大大加快了筛选高

表达目的蛋白单克隆细胞的速度。 此外，构建的重

组慢病毒表达质粒 ｐＣＤＨ － Ｅ２ 含有经真核细胞偏

嗜性密码子优化的编码 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白的基因，且在

Ｅ２ 基因上游加入了信号肽促进 Ｅ２ 蛋白的分泌表

达。 研究结果显示，经抗性筛选结合有限稀释法挑

取单细胞克隆进行多轮筛选后，在荧光显微镜下观

·７２·
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察，所有细胞都显示绿色荧光，表明成功筛选出阳

性单克隆细胞。 本研究选用了适合无血清悬浮培

养的 ＢＨＫ －２１ 细胞作为表达细胞，该细胞生长繁

殖速度较快，特别适合大规模工业化生产，且表达

的 Ｅ２ 蛋白是分泌在细胞上清中的，均为加工成熟

的蛋白，免疫原性更好。 使用无血清的培养基进行

悬浮培养，在能够大批量获得 Ｅ２ 蛋白的同时可避

免蛋白纯化时的血清干扰，从而提高蛋白纯度，节
约生产成本。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 检测第 １０ 代细胞的表

达，结果显示 Ｅ２ 基因已经整合到宿主细胞的基因

组中。 应用镍离子亲和层析柱对表达的 Ｅ２ 重组蛋

白进行了纯化，纯度可达 ９０％以上。 本研究成功构

建了可稳定表达 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白的 ＢＨＫ － ＬＶ － Ｅ２
细胞系，该细胞系表达的 Ｅ２ 抗原易于纯化，为深入

探讨 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白的生物学特性和ＣＳＦＶ基因工程

疫苗研制提供了物质基础。
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